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Uporaba ionskih kapljevin in evtektičnih topil za izvedbo biotransformacij 
Povzetek: Organska topila so odgovorna za velik del odpadkov kemijskih proizvodenj in 
s tem posledično za onesnaževanje. Z uporabo nekonvencionalnih topil, med katere 
sodijo ionske kapljevine in evtektična topila, ter z uporabo okolju prijaznih bioloških 
katalizatorjev lahko bistveno zmanjšamo vpliv industrijske proizvodnje na okolje. Zelena 
topila lahko uporabljamo v široki paleti aplikacij, vključno z encimskimi 
biotransformacijami. Ionske kapljevine so poleg tega zanimive tudi zaradi izjemno 
velikega števila možnih spojin, kar nam ponuja možnost priprave topil za specifične 
namene. Prav tako nam to omogoča, da jih spremenimo do te mere, da omogočajo celo 
izvedbo nekaterih biokatalitskih reakcijah, ki jih s tradicionalnimi topili ni mogoče 
izvesti. Za številne encime je mogoče ugotoviti, da so ob uporabi ustrezne ionske 
kapljevine oz. evtektičnega topila bolj aktivni kot v konvencionalnih topilih, pogosto pa 
so tudi bolj temperaturno obstojni. 
Ključne besede: biotransformacije, encimi, evtektična topila, ionske tekočine 
 
Ionic liquids and deep eutectic solvents application in biotransformations 
Abstract: Organic solvents are responsible for the majority of wastes created by chemical 
production facilities and thus for environmental pollution. With the use of 
nonconventional solvents comprising ionic liquids and deep eutectic solvents and by 
using environment-friendly biological catalysts we can significantly lower the influence 
of industrial production on the environment. Green solvents can be used in a wide range 
of applications, including enzymatic biotransformations. Ionic liquids are also 
interesting due to a large number of possible compounds, which offers us the possibility 
to tailor solvents for the specific need. That property allows us to change them to the 
extent that they enable us to perform even biocatalytic reactions, which are not possible 
by the use of traditional organic solvents. For many enzymes, it is evident that the use of 
appropriate ionic liquid or deep eutectic solvent instead of conventional solvents results 
in increased activity and often also in improved temperature stability. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
ADH alkohol dehidrogenaza (ang. Alcohol dehydrogenase) 
[amim] 1-alkil-3-metilimidazolij (ang. 1-Allyl-3-methylimidazolium) 
BF4 tetrafluoroborat (ang. Tetrafluoroborate) 
[bmim][BF4]               1-butil-3-metilimidazolijev tetrafluoroborat (ang. 1-Butyl-3- 
methylimidazolium       tetrafluoroborate) 
[bmim][Br] 1-butil-3-metilimidazolijev bromid (ang. 1-Butyl-3-
methylimidazolium bromide) 
[bmim][CF3SO3] 1-butil-3-metilimidazolijev trifluorometansulfonat (ang. 1-Butyl-
3-methylimidazolium trifluoromethanesulfonate) 
[bmim][(CF3SO2)2N] 1-butil-3-metilimidazolijev bis((trifluorometil)sulfonil)amid)      
(ang.1-Butyl-3-methylimidazolium  
bis((trifluoromethyl)sulfonyl)amide 
[bmim][Cl]                  1-butil-3-metilimidazolijev klorid (ang. 1-Butyl-
3methylimidazolium     chloride) 
[bmim][NTf2]              1-butil-3-metilimidazolijev bis[(trifluorometil)sulfoni]imid 
(ang. 1-Butyl- 3-methylimidazolium 
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide 
[bmim][OctSO4] 1-butil-3-metilimidazolijev oktil sulfat (ang. 1-Butyl-3-
methylimidazolium Octyl sulfate) 
[bmim][PF6] 1-butil-3-metilimidazolijev heksafluoro fosfat (ang. 1-Butyl-3-
methylimidazolium hexafluorophosphate) 
CALA                         lipaza A iz kvasovke Candida antartica (ang. Candida antartica 
lipase A) 
CALB                       lipaza B iz kvasovke Candida antartica (ang. Candida antartica 
lipase B) 
Ch holin (ang. Choline) 
ChAc holin acetat (ang. Choline acetate) 
ChCl holin klorid (ang. Choline chloride) 




CpADH ADH iz Candida parapsilosis (ang. Alcohol dehydrogenase from 
Candida parapsilosis) 
CPO kloroperoksidaza (ang. Chloroperoxidase) 
CRL lipaza iz kvasovke Candida rugosa (ang. Candida rugosa 
lipase) 
DES evtektična topila (ang. Deep eutectic solvents) 
DHP dehidropolimer (ang. Dehydropolymer) 
DKR   dinamična kinetična resolucija (ang. Dynamic kinetic resolution) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. Deoxyribonucleic acid) 
EH epoksid hidrolaza (ang. Epoxide hydrolase) 
[emim][Cl] 1-etil-3-metilimidazolijev klorid (ang. 1-Ethyl-3-
methylimidazolium chloride) 
[emim][PhCO2]          1-etil.3-metilimidazolij (ang. 1-Ethyl-3-methylimidazolium) 
ER en-reduktaza (ang. Ene reductase) 
[Et3NH][MeSO4]        trietilamonijev metilsulfat (ang. Triethylammonium 
Methylsulfate) 
[Et3NMe][MeSO4]     trietilmetilamonijev metilsulfat (ang. Methylsulfate 
Triethylmethylammonium) 
FDH formiat dehidrogenaza  (ang. Formate dehydrogenase) 
GI glukoza izomeraza (ang. Glucose isomerase) 
Gly glicerol (ang. Glycerol) 
HBD donor vodikove vezi (ang. Hidrogen bond donor) 
HbHNL hidroksinitril liaza iz kavčukovca Hevea brasiliensis (ang. Hevea 
brasiliensis hydroxynitrile lyase) 
HLADH   alkohol dehidrogenaza iz konjskih ledvic (ang. Alcohol 
dehydrogenase from horse liver) 
HNL hidroksinitril liaza (ang. Hydroxynitrile lyase) 
HRP hrenova peroksidaza (ang. Horseradish peroxidase) 
KPi fosfatni pufer (ang. Phosphate buffer) 
LbADH alkohol dehidrogenaza iz bakterije Lactobacillus brevis (ang. 




[4-mbp][BF4] 4-metil-N-butilpiridinijev tetrafluoroborat (ang. 4-Methyl-N-
butylpyridinium tetrafluoroborate) 
MeHNL hidroksinitril liaza iz kvasa Manihot esculenta (ang. 
Hydroxynitrile lyase from Manihot esculenta) 
[mmim][MeSO4]         1,3-dimetilimidazolijev metilsulfat (ang. 1,3-
dimethylimidazolium methylsulfate) 
MTBE metil terc-butil eter (ang. Methyl tert-butyl ether) 
NAD+ nikotinamid adenin dinukleotid (ang. nicotinamide adenine 
dinucleotide) – oksidirana oblika 
NADH   nikotinamid adenin dinukleotid (ang. nicotinamide adenine 
dinucleotide) – reducirana oblika 
NADPH nikotinamid adenin dinukletoid fosfat (ang. nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate) 
OTf triflat (ang. Triflate) 
OYE  stari rumeni encim (ang. old yellow enzyme) 
OYE1 stari rumeni encim 1. razreda (ang. class I old yellow enzyme) 
OYE2 stari rumeni encim 2. razreda (ang. class II enzyme) 
OYE3 stari rumeni encim 3. razreda (ang. class III enzyme) 
PaHNL hidroksinitril liaza iz slive Prunus amigdalus (ang. Prunus 
amigdalus hydroxynitrile lyase) 
PF6   heksafluoro fosfat (ang. Hexafluorophosphate) 
PGA penicilin G acilaza (ang. Penicillin G acylase) 
PLL encim trebušne slinavke (ang. Porcine pancreas lipase) 
[PrNH3][NO3]       propilamonij trietilamonijev nitrat (ang. Propylammonium [tea]               
Triethylammonium) 
PSL lipaza iz Pseudomonas sp. (ang. Pseudomonas sp. lipase) 
RML lipaza iz glive Rhizomucor miehei  (ang. Rhizomucor miehei 
lipase) 
[tea][Ms]                    trietilamonijev mesilat (ang. Triethylammonium Mesylate) 





Tris-HCl                       tris hidroklorid (ang.Tris hydrochloride) 
U sečnina (ang. Urea) 
v/v razmerje volumen/volumen (ang. Ratio volume/volume) 




1 Uvod  
Interes za razvijanje okolju bolj prijaznih kemijskih in biotehnoloških procesov se iz 
dneva v dan povečuje. Ta trend je danes znan kot zelena kemija. Opredelitev in koncept 
zelene kemije sta prvič omenjena na začetku devetdesetih let prejšnjega stoletja, ko so 
Združene države Amerike sprejele Program zelene kemije. 
 
Pravila zelene kemije so naslednja:  
• preprečevanje nastajanja odpadkov, 
• manj toksičnih kemikalij, 
• varnejši izdelki, 
• neškodljiva topila in dodatki, 
• uporaba obnovljivih surovin in topil, 
• krajša sinteza produktov, 
• raba biokatalitskih ali katalitskih procesov namesto termičnih, 
• oblikovanje produktov, katerih razgradnja ne povzroča onesnaževanje okolja, 
• varnejši procesi, 
• učinkovitejše analitske metode za odkrivanje in preprečevanje onesnaževanja. 
 
Biokataliza igra pomembno vlogo v zelenih procesih, saj predstavlja alternativo klasični 
organski kemiji. Encimi so ustrezna orodja za industrijske reakcije in procese, ki se lahko 
izvajajo pod milimi reakcijskimi pogoji, brez uporabe težkih kovin in z dobro kontrolo 
kemo-, regio- in stereoselektivnosti. Za doseganje ustreznih reakcij morajo biti 
uporabljeni ustrezni encimi. Encimi imajo tudi nekatere negativne lastnosti, kot so: visoka 
cena, hitra deaktivacija pod napačnimi pogoji in inhibicija substrata in/ali reakcijskega 
produkta. Zaradi napredka v DNA-analizah, strukturni biologiji, metabolnem inženiringu 
itd. so se stroški biokatalizatorjev zmanjšali. Izboljšava imobilizacijskih tehnik pa je 
doprinesla k stabilizaciji encimov. Encimi so si med seboj različni, vendar vseeno lahko 
izpostavim nekaj skupnih lastnosti, kot so: 
• veliko število vodikovih vezi,  
• elektrostatski privlaki,  
• hidrofobne interakcije,  
• veliko število disulfidnih vezi itd.  
V kemijski in farmacevtski industriji se topila uporabljajo v velikih količinah, in sicer v 




onesnaževanje okolja. Cilj zelenih topil je zmanjšanje vpliva proizvodnje snovi na okolje. 
Konkretneje to povezujemo z nizko toksičnostjo, nizkim parnim tlakom, dobro 
biorazgradljivostjo in neškodljivostjo za okolje. Med zelena topila štejemo tudi evtektična 
topila in nekatere ionske kapljevine. Tu je treba omeniti, da je »zelenost« ionskih 
kapljevin še vedno vprašljiva, saj nekatere raziskave kažejo na njihovo dolgotrajno 





2 Ionske kapljevine 
2.1 Predstavitev ionskih kapljevin  
Ionske kapljevine so soli, sestavljene iz mešanice kationov in anionov. V splošnem se 
večina ionskih kapljevin uporablja pri sobni temperaturi, zato jih imenujemo tudi sobno-
temperaturne ionske kapljevine. Hkrati imajo tudi temperaturo tališča blizu sobni 
temperaturi. V biokatalizi se najpogosteje uporabljajo ionske kapljevine, ki so sestavljene 
iz organskega kationa, kot so derivati imidazolija, in iz aniona, ki je po navadi neorganski. 
Anion je lahko tudi organski, kot na primer tetrafluoroborat (BF4-), 
bis(trifluorometan)sulfonimid (NTf2-) itd. Dialkilimidazolijevi kationi, s 
tetrafluoroboratovimi ali heksafluorofosfatovimi anioni, so najbolj klasične oziroma 
najbolj pogosto rabljene ionske kapljevine v biokatalizi (slika 1). Njihove glavne lastnosti 
so:  
• zanemarljiv parni tlak (zato izpuščajo manj hlapnih organskih komponent kot 
organska topila),  
• visoka termična stabilnost,  
• nevnetljivost in  
• visoka topnost organskih, anorganskih in organokovinskih spojin v takih topilih 
[2]. 
 
Slika 1: Najbolj pogosto rabljeni ioni pri sintezi ionskih kapljevin za uporabo pri 




Fizikalno-kemijske lastnosti ionskih kapljevin, kot so njihovo tališče, polarnost in  
hidrofobnost, lahko natančno prilagodimo s preprosto spremembo strukture ali narave 
kationa ali aniona. To pripelje do nešteto možnosti za nova topila. Lahko jih spremenimo 
do te mere, da se ne mešajo z vodo ali organskim topilom nizke oziroma visoke polarnosti, 
kar olajša postopke ekstrakcije pri separacijah in postopke čiščenja produkta [2]. Nizko 
tališče lahko dosežemo z zamenjavo velikosti kationov ali anionov, in sicer tako, da 
povečamo ione. To lahko dosežemo tudi z asimetričnimi kationi, saj ti motijo sposobnost 
vezanja koordinacijskih anionov, s čimer posledično pride do znižanje tališča. V glavnem 
so ionske kapljevine zelo polarne snovi. Njihova polarnost je v splošnem odvisna od 
viskoznosti. Ionske kapljevine, ki imajo krajšo alkilno verigo na kationu in manjši anion, 
so manj viskozne in s tem bolj polarne. Omeniti velja tudi, da je večina ionskih kapljevin 
hidrofobnih [3].  
2.1.1 Razredi ionskih kapljevin 
Ionskim kapljevinam je mogoče prilagajati velikosti, oblike in funkcionalnosti, kar 
ponuja nove priložnosti, ki jih s klasičnimi organskimi topili ne moremo doseči. Te 
spremembe ustvarjajo nove ionske sisteme, vsakega z unikatnim naborom lastnosti. 
Zaradi tega so ionske kapljevine ustrezne za široko paleto aplikacij. Prav lastnost, da so 
ionske kapljevine natančno sestavljene in zaradi tega oblikovane za specifične aplikacije, 
je razlog za  njihov velik potencial. Take ionske kapljevine so specifične za določen 
namen uporabe, kar angleško imenujemo »task-specific«. Primer takih kapljevin so 
protične ionske kapljevine, ki nastanejo s protonsko izmenjavo ekvimolarne količine 
Brønstedove kisline in Brønstedove baze, kiralne ionske kapljevine, ki imajo v večini 
primerov kiralni kationski del, in večnamenske ionske kapljevine. Vse te so oblikovane 
za različne aplikacije, kot so kataliza, sinteza, analiza itd. [2, 3, 4] 
2.2 Prednosti rabe ionskih kapljevin za biotransformacije 
Ionske kapljevine se lahko v biotransformacijah uporabljajo kot dodatek, kot so-topilo ali 
kot druga hidrofobna faza [2]. Ionske kapljevine, uporabljene kot so-topila služijo za 
povečanje topnosti organskega substrata in zmanjšanje aktivnosti vode. Ko izbiramo 
ionsko kapljevino kot so-topilo, se moramo predvsem izogibati anionom, ki vsebujejo 
fluoride (PF6 ali BF4), saj se lahko ti anioni v vodi hidrolizirajo do fluorovodikove kisline, 
kar povzroči deaktivacijo oziroma denaturacijo encima [5]. Določene ionske kapljevine 
s tališčem med 50 in 100  ̊C se lahko uporabljajo za prevleko encima. Drug tip ionskih 
kapljevin so tako imenovane kozmotropične ionske kapljevine, ki delujejo kot so-topila 




omrežja. To vodi do bolj hidratiranega okolja za encime in posledično do njihovega 
boljšega delovanja [2]. 
Ionske kapljevine se vse pogosteje uporabljajo v homogenih in heterogenih katalizah ter 
v biokatalizi. Katalitične reakcije v ionskih kapljevinah preučujejo že več kot 20 let. 
Njihova raba pa se je povečala šele med leti med 2005 in 2015. Napredek imobilizacijske 
tehnike in proteinskega inženiringa je v zadnjih letih omogočil dostop do močnih 
biokatalizatorjev, ki se uporabljajo v različnih industrijskih obratih, v kombinaciji z 
različnimi razredi encimov. Predvsem se največ uporabljajo razredi hidrolaz, 
oksidoreduktaz in zadnje čase vse bolj pogosto tudi razredi transferaz. Ti napredki so 
omogočili razvoj inženirskih študij, kjer se ionske kapljevine uporabljajo kot dragoceno 
reakcijsko topilo. Ionske kapljevine so topila, ki se lahko večkratno uporabijo, poleg tega 
pa odvisno od njihove narave lahko stabilizirajo encime ali celo izboljšajo njihove 
katalitične sposobnosti.  
Uporaba hidrolitičnih encimov v brezvodnem organskem topilu je postala dragocena 
rešitev v sintezni kemiji, še posebej za reakcije, ki jih ni bilo možno izvesti v vodnem 
okolju. Na podlagi tega so objavili prvi primer uporabe prostega encima, lipaze B iz 
kvasovke Candida antartica (ang. Candida antartica lipase B, CALB) v ionski 
kapljevini. Objavljenih je bilo še več procesov, v katerih encimi dosežejo visoko aktivnost 
in visoko stopnjo selektivnosti v ionskih kapljevinah. Raba ionskih kapljevin v 
biotransformacijah se širi tudi na druge razrede encimov, kot so oksireduktaze in liaze. 
Prav tako se lahko ionske kapljevine uporabljajo za imobilizacijo ali stabilizacijo 
encimov, kar izboljšuje enantioselektivnosti in učinkovitosti katalize, s tem pa se zmanjša 
nastanek stranskih produktov [2]. Sinteza spojine po enantioselektivni metodi spodbuja 
nastanek specifičnega optičnega izomera. Enantiomera imata fizikalno-kemijske lastnosti 
enake, razlikujeta pa se po optični aktivnosti (R in S izomer). Visoka enantioselektivnost 
encimov je pomembna zaradi njihovega potenciala pri ločevanju optičnih izomer iz 
racemne zmesi. Racemna zmes je zmes, ki vsebuje ekvimolarno količino enantiomer. 
Zmes je optično neaktivna, saj imata enantiomera nasprotno optično aktivnost, kar 
posledično pomeni, da se izničita [3]. 
Imobilizirani encimi na nekem nosilcu imajo posebno prednost pred prostimi encimi, saj 
omogočajo ponovljivo uporabo, medtem ko lahko proste encime uporabimo le enkrat. S 
tem se stroški proizvodnje znižajo, zaradi česar so taki encimi bolj privlačni za različne 
aplikacije. Prav tako so imobilizirani encimi bolj temperaturno stabilni, saj so ujeti v 




Pomembno je omeniti tudi hidrofobnost ionskih kapljevin. V hidrofobnih tekočinah so 
encimi bolj aktivni. Razlog za to je, da hidrofilne tekočine vežejo nase vodo, namesto da 
bi jo oddajale oziroma vezale na encim, saj ta za svoje učinkovito delovanje potrebuje 
vodo. Hidrofobnost merimo z log P. Višji kot je, bolj je topilo hidrofobno in obratno. Log 
P definiramo kot: 𝑙𝑜𝑔 𝑃 = [𝐼𝐿]1−𝑜𝑘𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙
[𝐼𝐿]𝑣𝑜𝑑𝑎
 , kjer števec predstavlja ravnotežno koncentracijo 
ionske kapljevine raztopljene v 1-oktanolu, imenovalec pa ravnotežno koncentracijo 
ionske kapljevine v vodi. Določanje hidrofobnosti z log P ni ustrezen kriterij, saj imajo 
ionske kapljevine glede na log P zelo nizke vrednosti, iz česar lahko sklepamo, da so 
ionske kapljevine zelo hidrofilne tekočine. To bi pomenilo, da encimi v takih tekočinah 
niso aktivni, kar pa v praksi ne drži vedno.  
Parameter, ki prav tako vpliva na delovanje encima, je pH. Encimi delujejo v določenem 
pH območju. Drugačen pH od optimalne vrednosti lahko povzroči denaturacijo encima, 
kar posledično pomeni manjšo encimsko aktivnost in nižjo reakcijsko hitrost [3]. 
Uporaba hlapnih organskih spojin zaradi njihove toksičnosti in vnetljivosti lahko v 
industrijskem obratu predstavlja problem. Ionske kapljevine predstavljajo alternativo 
brezvodnim topilom, saj imajo zanemarljiv parni tlak in možnost ponovne uporabe. Kot 
že prej omenjeno, imajo ionske kapljevine zmožnost topiti široko paleto organskih, 
anorganskih in organokovinskih spojin. Primer slabo topnih substratov so ogljikovi 
hidrati in nukleozidi, kjer ionske kapljevine močno izboljšajo topnost in s tem pospešijo 
hitrost biokatalitske reakcije. Zaradi dobre topnosti plinov H2, CO in O2 v ionskih topilih 
so ta topila prav tako ustrezna za katalitsko hidrogenacijo, karbonilacijo, hidroformilacijo 
in aerobno oksidacijo. 
Ionske kapljevine se že uporabljajo kot so-topila v biokatalitskih reakcijah v vodi, saj v 
splošnem veliko ionskih tekočin v primerjavi s klasičnimi organskimi topili zagotavlja 
boljšo stabilnost za encime [2].  
V naslednjih poglavjih bom opisovala prednosti in slabosti uporabe ionskih topil v 
biotransformacijah z izbranimi razredi encimov z uporabo. 
2.3 Ionske kapljevine in hidrolaze 
Hidrolaze so skupina encimov, ki se najpogosteje uporabljajo pri biotransformacijah [3].  




Ionske kapljevine se lahko uporabljajo za stabilizacijo encima ali kot aditiv, lahko pa se 
uporabijo tudi kot so-topilo ali kot edino topilo za biotransformacijo [2]. 
Lipaze so razred hidrolaz, ki so ena izmed največjih in najbolj pogosto uporabljenih 
encimov v sintezni kemiji. Lahko katalizirajo veliko število reakcij, kot so hidrolitske 
reakcije, transesterifikacije, reakcije alkoholov, proteolitske reakcije, esterifikacije itd. 
Lipaze se zaradi njihovega širokega sprejema različnih substratov, njihove stabilnosti in 
dobre dostopnosti zadnje čase vse bolj pogosto uporabljajo v organski sintezi [6].  
Opisovala bom različne primere, ki so razvrščeni glede na tip reakcije. Največji poudarek 
bo na hidrolitičnih reakcijah (hidrolizah) in transesterifikacijah, saj sta to dve reakciji, ki 
najpogosteje uporabljata ionske kapljevine. 
2.3.1 Hidrolitične reakcije/hidrolize 
Hidrolitična reakcija ali na kratko hidroliza je reakcija razpada, kjer voda nastopa kot 
eden izmed reaktantov. Hidroliza pomeni cepljenje vezi zaradi dodatka vode ali baze, ki 
vsebuje hidroksilni ion (OH-), v kateri se cepi kemijska vez in nastaneta dve novi vezi.  
Pri tem ima vsaka bodisi vodikovo ali hidroksilno komponento vstopne vodne molekule. 
V sklop hidrolitičnih reakcij spadajo predvsem substitucija, eliminacija in fragmentacija. 
Hidrolitična reakcija je predstavljena s spodnjo enačbo [7]. (1):  
AB + HOH ↔ AH + BOH 
Encim CALB je zaradi njegove stabilnosti v različnih hidrofilnih ionskih kapljevinah ena 
najbolj pogostih hidrolaz, ki se uporablja pri hidrolitičnih in sinteznih procesih. Raziskan 
je bil primer  hidrolize p-nitrofenil laurata (C18H27NO4) (slika 2). Študije so pokazale, da 
kationi z daljšimi alkilnimi verigami zmanjšajo encimsko aktivnost. Vzpostavitev van der 
Waalsovih vezi med alkilnimi verigami ionske kapljevine in nepolarnimi območji lipaze 
povzročijo blokado nepolarnega aktivnega mesta. Interakcije med CALB in anionom 




in vodikovim vezem. Visoke koncentracije substrata lahko zaradi zmanjšanja vodne 
aktivnosti povzročijo slabše delovanje encima [2]. 
 
Slika 2: Hidroliza p-nitrofenil laurata, katalizirana z encimom CALB [2].  
Analiza lipaze iz glive Thermomyces lanuginouss (ang. Thermomyces lanuginosus lipase, 
TLL) je v prisotnosti protične ionske kapljevine z imenom trietilamonijev mesilat 
([tea][Ms]) pokazala, da se zaradi prisotnosti ionske kapljevine spremeni sekundarna in 
terciarna struktura lipaze in s tem poveča aktivnost encima za hidrolizo -3 maščobnih 
kislin [2]. Struktura encima je pomembna za njihovo pravilno delovanje. Če se struktura 
encima spremeni, lahko to pozitivno ali negativno vpliva na encimsko delovanje [8]. 
Zaradi prisotnosti ionske kapljevine se je prav tako povečala encimska temperaturna 
stabilnost. 
Hidroliza p-nitrofenila palmitata pri različnih temperaturah je pokazala različno aktivnost 
kemijsko modificiranega encima trebušne slinavke (ang. Porcine pancreas lipase, PPL) 
(slika 3). Reakcija je bila izvedena z encimom, karbonildiimidazolijem in mešanjem z 
vodo. V primerjavi z naravnim encimom se je v tem primeru modifikacije encima 
izboljšala njegova aktivnost in termostabilnost [2]. 
 




Med proteazami se v sintezi peptidov največ uporablja encim tripsin. V primerjavi s 
prostim encimom so pri hidrolizi N-α-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida v ionskih 
kapljevinah, kombiniranih s Tris-HCl pufrom (pH = 8), ugotovili izboljšano katalitsko 
učinkovitost, ko je bil encim imobiliziran. Uporaba ionske kapljevine [bmim][BF4], ki 
ima koncentracijo nižjo od 25 do 30 %, je pripeljala do odlične encimske stabilnosti. 
Rezultati kažejo na to, da so takšni encimi ustrezni za industrijske procese.   
Uporaba ionskih kapljevin se je bistveno povečala tudi v sintezi glikozidov. Na primer 
regioselektivna hidroliza per-O-acetiliranega laktata je bila uspešno izvedena z uporabo 
imobilizirane lipaze iz glive Rhizomoucor miehei (ang. Rhizomucor miehei lipase, RML), 
s pomočjo acetatnega pufra s 3 % acetonitrilom in samo majhno količino ionske 
kapljevine (slika 4). V celoti pa so bile dosežene popolne pretvorbe z uporabo različnih 
imidazolijevih ionskih kapljevin, ki so hidrolizirale samo eno acetilno skupino [2]. 
 
Slika 4: Regioselektivna hidroliza per-O-acetiliranega laktata z imobiliziranim encimom 
RML v acetatnem pufru in majhni količini ionske kapljevine [2]. 
Asimetrična hidroliza epoksidov je zelo zahtevna naloga v organski sintezi. Epoksidne 
hidrolaze (ang. Epoxide hydrolase, EH) so cenjeni encimi za take regio- in 
stereoselektivne reakcije odpiranja obroča. Njihovo delovanje v ionskih kapljevinah je 




[bmim][PF6], [bmim][Ntf2] in [bmim][BF4]. Nastal je produkt (1S,2R)-eritro-1-
fenilpropan-1,2-diol (C9H12O2) (slika 5) [2]. 
 
Slika 5: Hidrolitična reakcija trans-β-metilstiren oksida z uporabo encima EH in ionske 
kapljevine [bmim][PF6] [2].  
2.3.2 Transesterifikacije 
Transesterifikacija je reakcija, kjer reagirata molekula alkohola in molekula estra v 
prisotnosti kisline ali baze, pri čemer nastane nov ester. Gre torej za transformacijo enega 
estra v drugega [9].   
V tem poglavju bom povzela nekaj primerov uporabe hidrolaz v transesterifikacijskih 
reakcijah, ki so lahko izvedene selektivno ali neselektivno.  
Primer take reakcije je transesterifikacija etil 3-fenilpropionata z uporabo lipaze  iz 
Pseudomonas cepcacia (ang. Pseudomonas sp. lipase, PSL). [2] PSL je učinkovit encim, 
ki katalizira enantioselektivne asimetrične esterifikacije in/ali hidrolitske reakcije z 
visokimi izkoristki [10]. Te reakcije so se izvedle z uporabo treh različnih ionskih 
kapljevin: [bmim][BF4], [bmim][PF6] in [bmim][NTf2] ter enajstih linearnih alkoholov 
(slika 6). Najboljši rezultati so bili doseženi z ionsko kapljevino [bmim][NTf2], pri čemer 
po 24 urah dobimo ustrezne estre s 54 do 96 % izkoristkom. Za nastanek novih estrov z 
izkoristkom od 64 do 98 % pa je potrebna 20-dnevna inkubacija v ionski kapljevini 
[bmim][NTf2], ki stabilizira lipazo. Podobno je bila izvedena tudi transesterifikacija butil 
propionata, s kombinacijo devetih različnih ionskih kapljevin ter z različnimi lipazami  
(CALA, CALB, TLL, in RML). Rezultati te raziskave so pokazali očitno odvisnost 
encimske aktivnosti od narave ionov. Zdi se, da preprostega pravila za napoved obnašanja 





Slika 6: Transesterifikacija etil 3-fenilpropionata s PSL v kombinaciji z različnimi 
alkoholi in ionsko kapljevino [bmim][NTf2] [2]. 
Možna je tudi izvedba regioselektivnih procesov z uporabo transesterfikacijskih reakcij 
v ionskih topilih. Primer take reakcije je PSL-katalizirana acilacija 1,2-dideoksi-D-riboze 
z vinil benzoatom v [bmim][PF6]. Pri tem je po 10 urah in pri 50   ̊C selektivno pridobljen 
monoester z več kot 98 % konverzijo (slika 7). Presenetljivo pri tem je, da lastna kiralnost 
encimov dovoljuje razvoj enantioselektivnega procesa [2]. 
 
Slika 7: Acilacija 1,2-dideoksi-D-riboze z vinil benzoatom, katalizirana s PSL v 
prisotnosti [bmim][PF6] [2]. 
Dinamična kinetična resolucija (DKR) je močno orodje za pretvorbo racemske zmesi v 
eno čisto enantiomerno spojino [11]. Razvoj DKR je uspešno odpravil težave 
tradicionalne kinetične resolucije, ki omogoča le 50 % izkoristek čiste enantiomerne 
spojine. To je v najbolj pogostih primerih mogoče doseči z združenjem encima in 
biokemičnega ali kovinskega racemskega sredstva. V tem kontekstu je bila uspešno 
opravljena acilacija sekundarnega alkohola z uporabo hidrolaze in rutenijevega 
katalizatorja v ionski kapljevini [bmim][PF6] ter z različno kombinacijo treh ekvivalentov 
acilnega donorja ob prisotnosti trietilamina. (R)-acetati so bili dobljeni z 99 % 
izkoristkom, s 85 do 92 % izkoristkom pa so po 2 do 3 dneh dobili produkte v primeru 





Slika 8: DKR sekundarnih alkoholov z uporabo kombinacije hidrolaz in rutenijevega 
katalizatorja v ionski kapljevini [bmim][PF6] [2].  
2.3.3 Druge aplikacije in reakcijski tipi 
Hidrolaze poleg hidrolitičnih in transesterifikacijskih procesov učinkovito katalizirajo 
tudi številne druge reakcije, ki za reakcijsko topilo uporabljajo ionske kapljevine. To 
prinaša odlično konverzijo in dobro selektivnost reakcije.  
Raziskane so bile sinteze mono 6- in 6'-O-linolej-α-D-maltoze z uporabo hlapnih 
organskih topil (heksana, toluena, dimetilformamida (DMF), acetona itd.), ionskih 
kapljevin, osnovanih na imidazoliju z različnimi anioni (PF6, NTf2, MeSO3 itd.) in 
binarnih sistemov. Iz različnega nabora lipaz sta CALB in PSL pri selektivni esterifikaciji 
maltoze z dvema ekvivalentoma linolenske kisline v prisotnosti molekularnega sita pri  
65  ̊C pokazali višjo aktivnost (slika 9). Če bi v prihodnosti želeli tak postopek uporabljati 





Slika 9: Esterifikacija maltoze s CALB pri zgoraj opisanih pogojih [2]. 
Možen je tudi razvoj enantioselektivne esterifikacije. Tak primer je reakcija med racemno 
zmesjo 2-substituiranih propanojskih kislin in 1-butanolom. Reakcija je katalizirana z 
lipazo iz kvasovke Candida rugosa (ang. Candida rugosa lipase, CRL). Raba ionske 
kapljevine [bmim][PF6] in [omim][PF6] je v primerjavi z rabo heksana ali toluena koristna 
zaradi encimske aktivnosti in zaradi enantioselektivnosti procesa (slika 10). Prav tako je 
obnova encima v tem primeru lažja, ki traja lahko pet ciklov, brez izgube aktivnosti [2]. 
 
Slika 10: Reakcija racemne mešanice 2-substituirane propanojske kisline in butanola, z 
uporabo CRL kot biokatalizatorja v [bmim][PF6] in [omim][PF6] [2]. 
Ena izmed najbolj zahtevnih nalog za organskega kemika je sinteza peptidov, kjer se je 
uporaba encimov znatno povečala. V glavnem se uporabljajo acilaze in proteaze. 
Imobiliziran encim penicilin G acilaza (ang. Penicillin G acylase, PGA) se uporablja pri 
sintezi amoksicilina. V tem primeru se je PGA v kombinaciji z mešanico fosfatnega pufra 
(pH 6,5) in ionsko kapljevino (v različnih razmerjih (25–75 %)) izkazal kot dober 
biokatalizator. Reakcija se izvaja pri blagih reakcijskih pogojih (25  ̊C) in pri kratkih 





Slika 11: Sinteza amoksicilina, katalizirana s PGA v prisotnosti ionske kapljevine [2]. 
Sintetični lipidi so na področjih, kot so biogoriva, farmacevtska in prehrambna industrija, 
izjemnega pomena. Raba ionskih kapljevin in encimsko-kataliziranih procesov pomaga 
pri različnih transformacijah. Primer takega procesa je proizvodnja biodizla. Proizvodnja 
je bila uspešno dosežena z mikroalgami Botrycoccus braunii, Chlorella vulgaris in 
Chlorella pyrenoidosa. Po 48 urah so analizirali konverzijo mikroalgnega olja v biodizel. 
Uporaba ionske kapljevine [bmim][PF6] pri 50  ̊C je pokazala boljše rezultate (več kot 86 
% izkoristek) kot reakcija, izvedena v tetra-butanolu pri 40  ̊C (manj kot 50 % izkoristek). 
Pri tem so uporabili dve različne hidrolazi, CALB in lipazo iz Penicillium expansum.  
Encimska polimerizacija je v primerjavi s tradicionalnimi kemijskimi metodami, ki 
običajno zahtevajo ostre reakcijske pogoje in kovinske katalizatorje, bolj atraktivna in 
okolju prijazna metoda. Za spodbudo odprtja obroča pri reakciji polimerizacije ε-
kaprolaktona so bile v prisotnosti katalizatorja CALB uporabljene monokationske in 
dvokationske imidazolijeve ionske kapljevine (slika 12). Hidrofilne ionske tekočine, ki 
vsebujejo anion BF4, niso vodile do želenih polimerov, medtem ko je uporaba ionskih 
tekočin, ki vsebujejo PF6, vodila do odličnih rezultatov [2]. 
 
Slika 12: Raba ionske tekočine za spodbudo odprtja obroča pri reakciji polimerizacije 𝜀-




2.4 Ionske kapljevine in oksidoreduktaze 
»Enantio-bogate« spojine (spojine, ki imajo veliko kiralnih centrov) se vse pogosteje 
pridobivajo z encimsko kataliziranimi redukcijsko-oksidacijskimi reakcijami (redoks 
reakcije). Encimi, ki katalizirajo take reakcije, so oksidoreduktaze, ki se veliko 
uporabljajo v farmacevtski industriji [2]. Pravzaprav so druga najbolj pogosto 
uporabljena skupina encimov za biotransformacije [3]. 
2.4.1 Redukcija in oksidacija: dehidrogenaze 
Formiat dehidrogenaze (ang. Formate dehydrogenase, FDH) so skupina oksidoreduktaz, 
ki ireverzibilno katalizirajo reakcijo oksidacije metanoata (mravljične kisline) do 
ogljikovega dioksida. Druga skupina so alkoholne dehidrogenaze (ang. Alcohol 
dehydrogenase, ADH), ki se pojavljajo v veliko organizmih in nastopajo v različnih 
asimetričnih oksidacijah in redukcijah za pripravo kiralnih komponent. Z redukcijo 
oksidirane oblike nikotinamida adenina dinukletoida (ang. nicotinamide adenine 
dinucleotide, NAD+) v reducirano obliko NADH olajšajo medsebojne pretvorbe 
alkoholov, aldehidov ali ketonov [12]. 
Raziskave vpliva dodatka različnih ionskih kapljevin v pufer na aktivnost encimov FDH 
iz Candida boidinii, ADH iz kvasovk (ang. yeast ADH, YADH) in ADH iz Candida 
parapsilosis (Alcohol dehydrogenase from Candida parapsilosis, CpADH) so pokazale, 
da je aktivnost encima odvisna od razmerja ionske kapljevine : pufer. V tem primeru 
ionska kapljevina nastopa kot so-topilo. Ionske kapljevine so bile uporabljene v različnih 
količinah (25 %, 50 % in 75 %). Uporabljene so bile [mmim][MeSO4], [Et3NH] [MeSO4], 
[Et3NMe][MeSO4], [PrNH3][NO3], [bmim][BF4], [emim][PhCO2], [bmim][CF3SO3], in 
[bmim][OctSO4]. FDH iz Candida boidinii je dosegla najvišjo aktivnost (98 %) v 75 % 
mešanici ionske kapljevine [mmim] [MeSO4] : pufer [2]. 
Za izboljšavo ADH-katalizirane redukcije je bila v dvofaznem sistemu uporabljena 
ionska kapljevina. Za katalizirano reakcijo pretvorbe 2-oktanona v (R)-2-oktanol je bil 
uporabljen ADH iz bakterije Lactobacillus brevis (ang. Alcohol dehydrogenase from 
Lactobacillus brevis, LbADH). Regeneracija nikotinamid adenin dinukletoid fosfata 
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) je bila izvedena v 
prisotnosti ko-substrata 2-propanola. Hitrost reakcije je bila znatno višja v ionski 
kapljevini [bmim][(CF3SO2)2N] (konverzija 88 %), kot v so-topilu metil-tetra-butil eter 





Slika 13: Reakcija z LbADH katalizirane pretvorbe 2-oktanona v (R)-2-okatanol z 
uporabo 2-propanola kot ko-substrata za NADPH regeneracijo [2]. 
Da bi dosegli zmanjšanje visoke hidrofobnosti ketonov v alkoholnem produktu: (R)-
oktanolu, (R)-2-oktanolu, (R)-2-nonanolu in (R)-2- dekanolu so preučevali aktivnost 
LbADH v desetih različnih ionskih kapljevinah. Rezultati so zaradi ionske kapljevine 
pokazali izboljšanje stabilnosti in encimske aktivnosti. Poleg tega pa se je prav tako 
zmanjšala nezaželena inhibicija produktov.  
Vpliv ionske kapljevine na katalitične lastnosti ADH so raziskovali tudi na primeru 
oksidacije etanola v acetaldehid. Uporabili so encim alkohol dehidrogenaze iz konjskih 
ledvic (ang. Alcohol dehydrogenase from horse liver, HLADH) in tri različne metil-
imidazolijeve ionske kapljevine z [bmim] kot kationom in [Cl], [Br], [PF6], [BF4] ali 
[OTf] kot anionom. V primerjavi s pufrom je encim HLADH dosegel večjo aktivnost in 
stabilnost v nekaterih ionskih kapljevinah, kot so [bmim][Cl], [emim][Cl], [bmim][Br] in 
[bmim][PF6]. Manjšo aktivnost pa je encim dosegel, ko so bili [BF4] in [OTf] uporabljeni 
kot anioni (slika 14). Ionske kapljevine so bile dodane v majhnih količinah (0,025–0,05 
g/mL), saj višje količine ionskih kapljevin pripeljejo do deaktivacije encimov. Do 
deaktivacije lahko pride zaradi njihove spremembe v strukturi in visoke viskoznosti, ki 





Slika 14: Oksidacija alkohola v acetaldehid z uporabo encima HLADH in kombinacijo 
različnih ionskih kapljevin [2]. 
Pri asimetrični hidrogenaciji aktivnih C=C vezi sodelujejo en-reduktaze (ang. Ene 
reductase, ER) oziroma bolj znani stari rumeni encimi (ang. old yellow enzyme, OYE). 
Produkti reakcije so alkani, ki imajo do dva nova stereocentra. Za pripravo čiste 
enantiomerne spojine (R)-arilpropannitrila so bili uporabljeni encimi OYE1 (iz 
Saccharomyces pastorianus), OYE2 in OYE3 (oba iz Saccharomyces cerevisiae). S 
kombinacijo ionske kapljevine [bmim][PF6] in fosfatnega pufra (pH 7) so dosegli dobro 
konverzijo (do 99 % z OYE1) in odlično enantioselektivnost (slika 15). To delo je prvi 
primer izolirane OYE v ionski kapljevini [2]. 
 
Slika 15: Sinteza (R)-arilpropannitrila v dvofaznem sistemu  pufer : ionska kapljevina, 
katalizirana z OYE [2]. 
2.4.2 Oksidacije in hidroksilacije: oksidaze, monooksigenaze in peroksidaze 
Oksidativni encimi, kot so lakaze in druge multibakrove oksidaze, so encimi, ki so odvisni 
od kofaktorja in katalizirajo eno-elektronske oksidacije, kjer molekularen kisik nastopa 
kot  elektronski aceptor. Peroksidaze za katalizo reakcij oksidacij različnih substituiranih 




V začetnih letih odkrivanja ionskih kapljevin kot topil za biotransformacije so kot encime 
uporabljali lakazo C iz Trametes sp., hrenovo peroksidazo (ang. Horseradish peroxidase, 
HRP) in sojino peroksidazo. Te so v ionskih kapljevinah pokazale katalitično aktivnost. 
To je bilo mogoče doseči v različnih razmerjih ionska kapljevina : voda. Ionske 
kapljevine, ki so ustrezale takim sistemom, so: 4-metil-N-butilpiridinij [4-mbp][BF4] ali 
[bmim][PF6] [2]. 
Peroksidaze in oksidaze so bile uporabljene tudi za kemo- in stereoselektivno oksidacijo 
sulfidov (slika 16). Ne glede na to, da so ti substrati hidrofobni, je s kombinacijo ionske 
kapljevine, kot je [bmim][PF6], mogoč dodatek večje koncentracije hidrofobnega 
substrata.
 
Slika 16: Oksidacija tianosola z uporabo encima kloroperoksidaza (CPO), v mešanici 
pufer : ionska kapljevina [2]. 
Encim kloroperoksidaza (ang. Chloroperoxidase, CPO) iz Valdariomyces fumago, je v 30 
% v/v ionski kapljevini [bmim][MeSO4] in [mmim][MeSO4] pokazal dobro aktivnost. 
Encim HRP pa je bil uporabljen v kombinaciji z ionsko kapljevino [bmim][BF4] ali 
[bmim][Cl], zmešano v različnih razmerjih s fosfatnim pufrom (od 5 do 25 % v/v ). 
Rezultati so pokazali, da se z 20 % ionsko kapljevino aktivnost encima ohrani, s 5 do 10 
% v/v [bmim][BF4] pa se temperaturna stabilnost HRP celo izboljša. 
Prav tako so opravili študijo uporabe lakaze v prisotnosti različnih ionskih kapljevin in 
so-topil. V tem primeru je bila lakaza imobilizirana na modificiran silicijev dioksid. Z 
ionsko kapljevino [emim][EtSO4] je bila v primerjavi s prostim encimom izboljšana 
encimska aktivnost [2]. 
Poleg so razvili dvofazni sistem za uporabo lakaze v vodi in hidrofobni ionski kapljevini. 
Tak pristop z uporabo dvofaznega sistema topil zaščiti encim pred deaktivacijo 
mediatorja, ki se uporablja v takšnih reakcijah. Mediator razporedimo med vodno in 
ionsko fazo. Zaradi majhnega kontakta lakaze z mediatorjem se encimu podaljša 
življenjska doba. Katera ionska kapljevina je najbolj ustrezna za doseganje najboljših 




Lignin je aromatični polimer, ki je sestavljen iz fenilpropanoidov. Njegova ekstrakcija je 
odvisna od izbire ionov ionske kapljevine. Lignin je dobro topen v polarnih ionskih 
kapljevinah z anioni, kot so [alkilbenzensulfonat], [Cl], [MeSO4], [trifluorometilsulfonat] 
itd. Ni pa topen v manj polarnih ionskih kapljevinah z anioni, kot so: [BF4] ali [PF6] [13]. 
Ionske kapljevine se zato uporabljajo kot učinkovito topilo za polimere, ki so osnovani 
na celulozi. Tak primer je nastanek dehidropolimera koniferilnega alkohola (ang. 
Dehydropolymer, DHP). Uporabljena je bila lakaza iz Melanocarpus allomyces. Rezultati 
so pokazali, da se z naraščajočo koncentracijo ionske kapljevine [amim][Cl] (od 0 do 40 
%) aktivnost lakaze manjša [2]. 
2.5 Ionske kapljevine in drugi razredi encimov 
Oksinitrilaze (hidroksinitril liaze) (ang. Hydroxynitrile lyase, HNL) so encimi, ki 
katalizirajo reverzibilne reakcije adicije cianida k aldehidom in ketonom. Veliko HNL 
kaže odlično stereoselektivnost, produkti takih reakcij pa so cianohidrini. Ti encimi vedno 
bolj pridobivajo na priljubljenosti, prav tako se povečuje njihova uporaba v industrijskih 
aplikacijah.  
Prvo s HNL katalizirano reakcijo za nastanek cianohidrina v ionski kapljevini so dosegli 
v dvofaznem sistemu (slika 17). V tem primeru je ionska faza preprečevala neželeno 
kemijsko adicijo cianida h karbonilni skupini, hkrati pa je ohranila aktivnost HNL [2]. 
 
Slika 17: Sinteza cianohidrina z encimoma PaHNL ali HbHNL v dvofaznem sistemu 
pufer: ionska kapljevina (1 : 1) [2]. 
Uporaba mešanice pufer : ionska kapljevina (v razmerju 1 : 1), z [emim], [pmim] ali 
[bmim] kot kationom in [BF4] kot anionom, poveča hitrost reakcije v primerjavi z 
mešanicami z metil-tercbutil etrom (ang. Methyl tert-butyl ether, MTBE). Druge študije, 
ki uporabljajo encim hidroksinitril liaza iz slive Prunus amigdalus (ang. Prunus 




da dodatek 2 do 6 % ionske kapljevine v vodi poveča aktivnost encima in daje višje 
enantiomerne presežke (slika 18) [2]. 
 
Slika 18: Delovanje encima PaHNL z dodatkom mešanice ionska kapljevina : voda [2]. 
Glukoza izomeraza (ang. Glucose isomerase, GI) je encim, ki katalizira izomerizacijo 
glukoze v fruktozo. Ta proces se uporablja v industrijskih proizvodnjah koruznega sirupa 
z visoko vsebnostjo fruktoze, ta pa se uporablja v živilskih izdelkih. Imobiliziran encim 
GI iz Streptomyces murinus so preučevali v različnih razmerjih mešanice ionska 
kapljevina : voda. Rezultati so pokazali, da je encim GI v takih sistemih uspešno 
kataliziral izomerizacijo glukoze do fruktoze in ksiloze do ksiluloze. Aktivnost GI je bila 
višja oziroma nižja, odvisno od izbrane ionske kapljevine in izbranega substrata. Ksiloza 
je naravni substrat GI, zato je ta reakcija potekla hitreje v mešanici ionska kapljevina : 
voda kot samo v vodi. Ta pomembna študija je doprinesla k raziskovanju potencialnih 






3 Evtektična topila  
Evtektična topila (ang. Deep eutectic solvents, DES) so kapljevine, ki nastanejo z 
mešanjem in kompleksiranjem kvartarne amonijeve soli, kot je holin klorid z ustreznim 
donorjem vodikove vezi (ang. Hidrogen bond donor, HBD) (na primer: alkoholi, amidi, 
amini, karboksilne kisline itd.). Mešanica amonijeve soli in HBD vodi do motnje v 
kristalinični strukturi kvartarne amonijeve soli, kar pripelje do znižanja temperature 
tališča v primerjavi z individualnimi komponentami in tako nastane tekočina pri sobni 
temperaturi. To se zgodi zaradi delokalizacije naboja z vodikovo vezjo med halidnim 
anionom in HBD. Splošne sestavne komponente DES so prikazane na spodnji sliki (slika 
19) [2]. 
 
Slika 19: Splošne sestavne komponente DES [2]. 
Večino DES so okolju prijazne tekočine, ki imajo posebno sposobnost oddajanja ali 
sprejemanja elektronov oziroma protonov, kar pa je tudi njihova glavna značilnost. Prav 
ta značilnost je razlog, da so DES odlični kandidati za raztapljanje široke palete 
materialov, vključno s solmi, beljakovinami, zdravili, aminskimi kislinami, sladkorji, 
površinsko aktivnimi snovmi, polisaharidi itd. Poleg tega DES raztapljajo tudi nekatere 
kovinske okside, zato jih lahko uporabljamo tudi v različnih elektrokemičnih procesih 
[14]. 
Sinergijska uporaba DES in biokatalitskih procesov lahko doprinese k učinkoviti in 
trajnostni proizvodnji različnih komercialno pomembnih izdelkov. Biokataliza lahko 
zagotavlja katalizo težko izvedljivih transformacij, z visokim regio-, kemo- in 
enantioseletivnim pristopom. DES lahko služijo kot močen zelen faktor za moduliranje 




strukturnih kombinacij DES jih je mogoče oblikovati za vsako specifično encimsko 
reakcijo. To je pomembna prednost DES, ki dovoljuje: 
• izboljšavo encimske aktivnosti in stabilnosti, 
• izboljšavo izkoristka reakcije, 
• izboljšanje oziroma spreminjanje stereopreference biokatalizatorja in 
• prispevanje k splošni »zelenosti« procesa (vključno z recikliranjem in ponovno 
uporabo) [15]. 
 
Do tega trenutka so hidrolaze najbolj preučeni encimi v DES, kar ni presenetljivo, saj so 
lipaze najbolj pomembni industrijski encimi. Vseeno pa obstaja nekaj študij, ki se 
ukvarjajo s sinteznimi reakcijami v DES, ki vključujejo tudi druge hidrolitične encime 
(epoksidne hidrolaze, proteaze, fosfolipaze itd.), liaze in dehidrogenaze [15]. 
Pri procesih, kjer DES nastopa kot so-topilo v pufru ali celo kot glavno topilo, se aktivnost 
in stabilnost lipaze izboljša. Izboljšanje delovanja encima pripisujemo vodikovim vezem, 
ki nastanejo z mešanjem soli in HBD, kar poveča afiniteto vezave encima s substratom. 
Slaba aktivnost encima s posameznimi komponentami DES in njihovimi mešanicami 
kaže na to, da so katalitične sposobnosti encima odvisne od pripravljene DES in ne od 
njenih posameznih komponent. Lipaza je po sedmih dneh inkubacije v DES pri 60  ̊C 
obdržala več kot 50 % začetne aktivnosti. Za primerjavo lahko omenim, da je v fosfatnem 
pufru že po enem dnevu inkubacije encim kazal le 10 % začetne aktivnosti [16]. 
Prilagajanje procesnih parametrov za doseganje maksimalne ekonomične učinkovitosti 
biokatalitičenga procesa z DES vključuje: optimizacijo nalaganja substrata oziroma 
encima, pH, temperaturo ter reakcijski čas, skupaj z izvajanjem nekaterih tehnik (npr. 
imobilizacija biokatalizatorja, ustvarjanje dvofaznih sistemov, encimsko predelavo, 
uporabo kofaktorjev itd.). Izbor pravih DES za specifičen biokatalitski sistem igra 
pomembno vlogo v optimizaciji procesa, saj to vpliva na pH, polarnost in viskoznost 
topila, kot tudi na encimsko učinkovitost in topnost substrata oziroma produkta [15]. 
DES imajo podobne fizikalno-kemijske lastnosti kot ionske kapljevine. Poleg tega so 
DES cenejše od ionskih kapljevin in njihova priprava je lažja [2]. 
V nadaljevanju bom opisovala reakcije biotransformacij, ki so izvedene v DES. Največ 




3.1 DES in hidrolaze  
Prvo aktivnost hidrolaze v DES so objavili leta 2008. Katalizirana transesterifikacija etil 
valerata z 1-butanolom je bila preučena v osmih različnih DES z uporabo encimov 
CALA, CALB in PSL pri 60  ̊C. Zanimivo je, da v hidrofobnem topilu, kot je toluen, 
CALA in PSL kažeta slabšo aktivnost kot v DES. Ta študija je bila uspešno uporabljena 
pri reakciji aminolize etil valerata, z uporabo majhnega presežka 1-butilamina (slika 20). 
To je pripeljalo do več kot 90 % konverzije v holin klorid (ang. Choline chloride, ChCl) 
: glicerol (ang. Glycerol, Gly), holin (ang. Choline, Ch) : klor (ang. Chlorine, Cl) : sečnina 
(ang. Urea, U) in toluenu. Specifična aktivnost CALB pri reakciji aminolize v DES je bila 
višja kot tista dosežena v reprezentativnih ionskih kapljevinah, kot so na primer: 
[bmim][BF4] ali [bmim][NTf2]. 
 
Slika 20: Z lipazo katalizirana reakcija aminolize etil valerata z n-butanolom (X=O) in 1-
butilaminom (X=NH) v topilu DES [2]. 
Veliko reakcij biotransformacij je bilo izvedenih z uporabo DES. Nekatere reakcije so 
bile izvedene v prisotnosti z vodo, saj ta prepreči, da se encim deaktivira. Nekaj primerov 
obravnava uporabo DES kot so-topila. V nekaterih primerih pa je minimalna količina 
dodane vode (manj kot 10 %) dovolj, da imajo encimi v taki mešanici odlično aktivnost 
[2]. 
Ena izmed najbolj pogosto kataliziranih reakcij s hidrolazo je reakcija med alkoholom in 
estrom, kjer se alkoksi skupina izmenja med molekulama. Ta reakcija je dobila nekaj 
različnih imen, kot so transesterifikacija, alkoholiza ali acilacija.  
Lipaze in proteaze so encimi, ki so zmožni katalizirati te transformacije v organskih 
topilih in to z visoko selektivnostjo. Podobno kot ionske kapljevine so DES služile za 
nastanek alkoholov in estrov, predvsem na neselektiven način. Nekaj proteaz je bilo 
testiranih pri transesterifikaciji N-acetil-L-fenilalanin etil estra, z uporabo 1-propanola in 
majhnih količin vode (2–4 %) (slika 21). Najboljši rezultati so bili doseženi z 
imobiliziranim encimom, kar je pripeljalo do 100 % selektivnosti propil estra pred 




DES, ki je ključnega pomena, da se izognemo drugim neželenim reakcijam. Na primer, 
prisotnost malonske kisline, oksalne kisline ali etilen glikola v ChCl-DES lahko pripelje 
do tekmovanja med substrati v katalizirani reakciji med alkoholom in estrom. To pripelje 
ne samo do tvorbe stranskega produkta, ampak tudi do denaturacije DES [2]. 
 
Slika 21: Transesterifikacija N-acetil-L-fenilalanin etil estra z 1-propanolom v čistem 
DES [2]. 
Po drugi strani pa so bili prav tako objavljeni članki, ki kažejo na to, da je organske snovi, 
kot so fenolni estri, kadar so v DES, težko ekstrahirati. V takih primerih uporaba 
protičnega so-topila, kot je voda, dovoljuje transesterfikaicijo estra z odlično konverzijo. 
Razlog je v tem, da voda lažje tvori vodikove vezi kot estri. Tak primer je reakcija med 
metil p-kumaratom in 6 ekvivalenti 1-oktanola. Ta reakcija je katalizirana z encimom 
CAL-B. Reakcija je favorizirala nastanek ustreznega oktil estra v popolni konverziji. To 
se je zgodilo po 72 urah pri 60  ̊C ter z uporabo mešanice ChCl : U in vode. Proces  v 
odsotnosti vode ni bil uspešen, medtem ko je ob dodatku  10–20 % vode vodil do popolnih 
konverzij (slika 22) [2]. 
 
Slika 22: Transesterifikacija p-kumarata in 1-oktanola, katalizirana s CALB v mešanici 
ChCl:U in vode [2]. 
Iskanje okolju prijaznih strategij za proizvodnjo biodizla je zahtevna naloga. Katalizirane 
transesterifikacije s tradicionalnimi kemijskimi metodami, kot so blagi reakcijski pogoji, 
nizke porabe energije in zmanjšanje odpadkov, ponujajo prednosti. CALB je bila uspešno 
uporabljena v kombinaciji z DES in metanolom za transesterfikacijio triglicerida. Pod 




(1 : 1,5) kot topila in 1 % vode ter v kratkih reakcijskih časih (1–3 ure), kot produkt z 
visokimi konverzijami (82–97 %) nastane olje, s tujko imenovano »Miglyol«.  
Lipaze in proteaze lahko prav tako katalizirajo reakcije aminolize, kjer nastanejo amidi 
ali peptidi. V teh primerih ester reagira z aminom namesto z alkoholom. Encim α-
kimotripsin je uspešno kataliziral reakcijo med racemnim N-acetil-L-fenilaminom etil 
estrom in glicinamid hidrokloridom v DES, osnovanem na Ch-Cl (slika 23). Kot rezultat 
dobimo ustrezne peptide z odlično konverzijo in to že pri nizkih koncentracijah vode (10–
25 %). Višje koncentracije vode (50 %) pa so pripeljale do znatne količine karboksilne 
kisline, ki je rezultat hidrolitične reakcije [2]. 
 
Slika 23: Z -kimotripsinom katalizirana reakcija med N-acetil-L-fenilalaninom etil 
estrom in glicinamid hidrokloridom v mešanici DES : voda [2]. 
Največ testiranih DES je bilo uporabljenih kot so-topilo z organskimi topili v 
transesterifikacijskih reakcijah. Za doseganje dobrih rezultatov je potrebno dobro 
razmerje med DES in organskim topilom. Na primer, optimalna koncentracija metanola 
pri transesterifikaciji sojinega olja v ChCl : Gyl je 30 %. Z večanjem te koncentracije 
povzročimo denaturacijo encima. Vendar višja koncentracija metanola povzroča tudi 
nekatere pozitivne učinke, kot so zmanjšanje viskoznosti DES, preprečevanje združitve 
encimov in zmanjševanje koncentracije DES anionov, ki imajo lahko negativen vpliv na 
encimsko stabilnost [17]. 
Glikolipidi so strukturno kompleksne biomolekule, katerih sinteza je izredno zahtevna. 
Ne glede na to, da je bilo preučenih več drugih pristopov za sintezo takih molekul, 
encimska pot še vedno ponuja veliko prednosti. Izkazalo se je, da so DES ustrezna topila 
za sintezo glikolipidov. Pri tem se lahko uporabljajo prosti ali imobilizirani encimi. 
Sladkorji, ki so ekstrahirani iz lignoceluloze bukovega lesa, so bili uporabljeni kot začetni 
material v encimsko katalizirani proizvodnji površinsko aktivnih sladkornih estrov. 





3.2 Drugi biokatalitski procesi in DES 
Danes se uporaba DES pri reakcijah, kataliziranih s hidrolazami, približuje zrelim fazam, 
medtem ko je uporaba drugih encimov še vedno v začetnih fazah. Presenetljivo je, da je 
enantioselektivna bioredukcija etil acetoacetata možna z uporabo Bakerjevih kvasovk v 
različnih mešanicah vode in DES. Dokazana je bila stabilnost pri dolgih reakcijskih časih 
(več kot 250 h), pri čemer so opazili popolno inverzijo selektivnosti v čisti vodi, kjer 
dobimo (S)-alkohol. Uporaba čiste DES, kot je Ch : Cl : Gly (1 : 2), pripelje do nastanka 
(R) produkta (slika 24) [2]. 
 
Slika 24: Enantioselektivna bioredukcija etil acetoac-etata v alkohol z uporabo DES ali 
vode [2]. 
Na podlagi eksperimentalnih študij raba DES omogoča izboljšanje aktivnosti in 
stabilnosti encima HRP. Študija, kjer je izbrana amonijeva sol (ChCl ali ChCl : Ac), donor 
vodikove vezi (ang. Hidrogen bond donor, HBD komponenta (sečnina, glicerol ali 
acetamin) pri 3-molarni koncentraciji (1 : 2, 1 : 1, 2 : 1) kaže različne trende obnašanja 
24 različnih DES. Na primer:  
• DES, baziran na ChCl, v veliki meri spodbuja aktivnosti peroksidaze, v primerjavi 
z DES, baziranim na ChAc, 
• za DES, ki so sestavljene iz iste kvartarne amonijeve soli, je bila večja vsebnost 
soli boljša za aktivnost HRP, 
• DES, ki lahko encimu zagotovi višjo vsebnost α-vijačnic in malo bolj sproščeno 







Ionske kapljevine in DES so najbolj obetavna odkritja v svetu zelene kemije v zadnjih 
nekaj letih. Glavne prednosti ionskih kapljevin so njihove edinstvene fizikalno-kemijske 
lastnosti, ki so zelo zaželene s tehnološkega vidika. Raba DES je zelo razširjena, saj 
pokriva področja organske sinteze, ekstrakcijske procese, encimske reakcije in mnoge 
druge [19]. 
Ionske kapljevine, ki jih razlikujejo od drugih klasičnih topil, so lahko tudi strupene za 
okolje. Nizek parni tlak je razlog, da ionske kapljevine skorajda ne ogrožajo zraka, vendar 
so vodni in talni ekosistemi potencialni prejemniki snovi, ki jih je v okolje mogoče 
izpustiti v obliki odpadnih vod ali kot posledico naključnega razlitja. Potencialno 
ogroženost vodnega okolja in vodnih organizmov povečujeta dobra mešljivost in topnost 
v vodnih okoljih. Poleg tega so ionske kapljevine stabilne tekočine. Zaradi tega so slabo 
biološko razgradljive in v okolju prisotne dalj časa. Obstaja veliko študij, ki preučujejo 
biološki vpliv ionskih kapljevin in njihovo strupenost na organizme  [19]. 
Kljub temu, da imajo DES podobne fizikalno-kemijske lastnosti kot ionske kapljevine, 
so cenejše in okolju bolj prijazne tekočine. Njihova strupenost je nizka, saj so zgrajene iz 
snovi, ki se naravno pojavljajo v naravi [19]. Trenutna literatura kaže, da biokatalitski 
procesi z DES predstavljajo novo vznemirljivo področje z ogromno možnostmi za 
izboljšavo učinkovitosti in trajnosti reakcije, boljšo topnostjo oziroma obremenitvijo 
substrata, boljšo encimsko aktivnostjo in topnostjo ter možnostjo za kreiranje 
stereoselektivnosti biokatalizatorja. Prav tako zagotavlja boljšo obnovitev produkta in 
recikliranje vseh udeležencev v reakciji. Če upoštevamo vse druge okoljske prednosti 
uporabe DES kot topila, kot so denimo nizek parni tlak (zmanjšanje onesnaževanje 
zraka), nevnetljivost (varnost procesa) in nestrupenost, je DES odličen kandidat za 
uporabo v okolju prijaznih biokatalizah. Druga prednost DES je, da so te tekočine 
pripravljene iz zelo nizkocenovnih komponent. Med temi komponentami pa lahko na 
industrijskih nivojih pride do velike podražitve končnega produkta (npr. DES, ki vsebuje 
prolin, je 30 % dražji kot tisti, ki vsebuje holin) [15]. Pri njihovi potencialni uporabi v 
farmacevtski in prehrambni industriji pa je treba upoštevati tveganost uporabe takih topil, 
saj nekatera področja DES še niso popolnoma razumljiva [19]. 
Študije in trendi ionskih kapljevin in DES morajo biti v prihodnosti osredotočeni na: 




• določanje osnovnih toksikoloških parametrov za standardne bioteste za različne 
trofične ravni, 
• ocene interakcij s sočasno prisotnimi onesnažili in 
• tehnike za selektivno odstranitev/razgradnjo toksičnih substanc z encimskimi 
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